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Introdução  
O Brasil encontra-se entre os três primeiros produtores mundiais de milho, com uma
produção média de 47 milhões de toneladas na safra de 2002/2003 (CONAB, 2004). A
maior parte desta produção concentra-se nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste,
correspondendo a 93% do total produzido no país (IBGE, 2002). Nas décadas de 80 e
90, a produtividade agrícola, principalmente de milho e soja, sofreu um forte impulso com
a incorporação da fronteira agrícola do Cerrado. O Cerrado é formado por solos que
apresentam limitações de natureza química à produção agrícola, dentre estas tem-se
elevada acidez e toxidez de alumínio (Al). Portanto, a utilização de práticas de calagem e
adubações adequadas, em conjunto com o uso de genótipos mais adaptados a estas
condições, são formas necessárias para a exploração racional do Cerrado. Os mecanismos
de tolerância ao Al propostos na literatura podem ser classificados em mecanismos de
exclusão e mecanismos de tolerância interna (Taylor, 1991). Os mecanismos de exclusão
previnem o Al de atravessar a membrana plasmática e penetrar no simplasto. Os
mecanismos de tolerância interna imobilizam, compartimentalizam ou detoxificam o Al
que penetrou no simplasto (Zheng et al., 1998). Tem sido sugerido que compostos
fenólicos atuam em ambos, devido a sua capacidade de complexar metais como o
alumínio e também por agir como um forte antioxidante em resposta a estresses abióticos.
Fenólicos são compostos orgânicos que contém um ou mais anéis aromáticos
hidroxilados, incluindo alcalóides, flavonóides, terpenóidese glicosídeos .(Kochian et al.,
2004). Alguns destes fenólicos tem sido encontrados como componentes da parede
celular de várias monocotiledôneas (Harris e Harley, 1976; Shibuya, 1984). Em milho,
Kidd et al (2001) sugeriram que a exsudação de fenólicos ativada por alumínio teve um
papel importante na detoxificação de alumínio em ápices de raízes. Em algumas espécies
lenhosas a tolerância ao alumínio foi correlacionada com uma maior concentração de
compostos fenólicos solúveis nas raízes, por complexar fortemente o Al a pH neutro,
detoxificando ínos Al no citoplasma (Ofei-Manu et al., 2001). O objetivo deste trabalho
foi identificar diferenças entre genótipos contrastantes quanto à tolerância ao alumínio,
em relação a fenólicos solúveis totais e ligados à parede celular sob toxidez de alumínio.  
 
MATERIAL E MÉTODOS  
Genótipos contrastantes  
Foram utilizadas duas linhagens de milho provenientes do programa de melhoramento da
Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS / EMBRAPA), Sete Lagoas/MG, previamente
caracterizadas quanto à tolerância ao Al: Cateto 237 - tolerante e L53 – sensível (Alves et
al., 2001).  
Desinfecção e germinação das sementes  
As sementes foram desinfectadas por 10 min em hipoclorito de sódio a 0,5%,
imediatamente lavadas em água destilada e colocadas para germinar em papel de
germinação umedecido, permanecendo em câmara de crescimento com temperatura
diurna de 27ºC e noturna de 20ºC, luminosidade de 540 molm-2.s-1, umidade relativa de
70% e fotoperíodo de 12h.  
Tratamentos  
Quatro dias após, as plântulas foram selecionadas, transplantadas e dispostas em bandejas
contendo solução nutritiva completa (Magnavaca, 1982), pH 4,2, sob aeração constante,
onde as plântulas permaneceram por 24 horas. Após este período, as plântulas foram
expostas à mesma solução nutritiva completa, na ausência de Al (tempo de 0h) e na
presença de Al (AlK(SO4)2) na atividade de 39 M (tempo de 12, 24, 48 e 72 h). Ao final
do experimento foi coletado o primeiro centímetro do ápice da raiz seminal de cada
plântula, o qual foi lavado em água destilada, acondicionado em papel alumínio, imerso
em nitrogênio líquido e armazenado a –80º C.  
Delineamento experimental  
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 4 repetições. O
delineamento foi composto por 2 linhagens x 1 dose de Al x 5 períodos de exposição ao
Al.  
Extração e quantificação dos ácidos fenólicos da parede celular  
Foram utilizados 150 mg de ápices por tratamento por repetição para a extração de
parede celular de acordo com o protocolo descrito por Souza et al. (2002) e toda a
parede celular obtida foi utilizada no processo para liberação dos ácidos, os quais foram
ressuspendidos em 300 uL de metanol 50%. A quantificação dos ácidos ferúlico, 5-
5`diferúlico e cumárico foi realizada em Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE
ou HPLC) de acordo com o protocolo descrito por (Prates et al, 2002), tendo como
padrões os ácidos ferúlico e o cumárico (Sigma-Aldrich Química, St. Louie, MO, EUA),
disponíveis comercialmente, e o 5-5'diferúlico gentilmente fornecido pelo Dr. John Ralph
do Departamento de Floresta da Universidade de Wisconsin-Madison, EUA.  
Quantificação de fenólicos solúveis totais  
Cento e cinqüenta miligramas de ápices de raiz foram macerados utilizando-se nitrogênio
líquido e adicionando-se 1ml de HCl 1% em metanol, seguindo-se a metodologia Azul da
Prússia, como descrito por Magalhães et al. (1997) com algumas modificações.
Construiu-se uma curva padrão utilizando-se o ácido ferúlico e leitura da absorvância a
A720 nm.  
 
Resultados e Discussão  
Pela análise de variância-ANOVA (dados não mostrados), a interação linhagem*tempo
foi significativa a 1% para fenólicos totais, ácidos ferúlico e 5-5' diferúlico e significativa a
5% para o ácido cumárico. O desdobramento de tempo dentro de cada linhagem mostrou
variações nas concentrações desses ácidos ao longo do tempo para Cateto 237 (tolerante)
e L53 (sensível). Exceção feita para a concentração de fenólicos totais nas raízes da
linhagem Cateto 237, cujo nível se manteve aproximadamente constante nos diferentes
tempos de exposição ao alumínio (Figura 1). A linhagem L53, ao contrário, apresentou
decréscimo significativo na concentração de fenólicos totais com o aumento do tempo de
exposição ao alumínio. Compostos fenólicos tem várias funções importantes e estão
amplamente distribuídos por toda a planta. Alguns deles tem sido descritos como capazes
de se ligarem à íons Al mesmo sob condições de acidez (Tam & McColl, 1990).
Wagatsuma et al. (2001) observaram uma melhora no crescimento de plantas em meio
contendo Al em pH 4,8, quando diferentes compostos fenólicos foram adicionados ao
meio. Ofei-Manu et al. (2001) verificaram correlação positiva e significativa entre
tolerância ao Al e compostos fenólicos de raízes em algumas espécies arbóreas. Em
relação ao tempo zero de exposição ao alumínio, a linhagem Cateto 237 apresentou
elevação nas concentrações dos ácidos cumárico, ferúlico e 5-5`diferúlico, mantendo-os
praticamente constantes durante os demais tempos de exposição (12 a 72 h) (Figuras 2, 3
e 4). A linhagem L53 apresentou decréscimo nas concentrações do ácido 5-5' diferúlico,
enquanto para os ácidos ferúlico e cumárico, após haver redução nas concentrações até
24 h de exposição ao Al as mesmas voltaram a aumentar. Os resultados observados na L
53 podem estar relacionados a um espessamento da raiz em função da paralização do
crescimento radicular. Linhagens sensíveis de milho sob toxidez de Al (dados não
mostrados) apresentaram redução no comprimento da raiz seminal, após 24 h de
exposição a este elemento. Sugere-se que a paralisação do crescimento radicular na
linhagem sensível esteja associada ao aumento na concentração dos ácidos ferúlicos e p-
cumárico por meio da lignificação, a qual é considerada como fator responsável pela
rigidez mecânica da parede celular (Fry, 1979). El-Basyouni & Towers (1964) relatam
que os ácidos ferúlicos são precursores da biossíntese de lignina. Em gramíneas, ácidos
ferúlico e p-cumárico são encontrados como componentes da hemicelulose e ligados a
parte central da lignina na parede celular. Os resultados obtidos sugerem que os fenólicos
possam ter participação nos mecanismos de tolerância ao alumínio em milho,
considerando-se que a linhagem Cateto 237-tolerante foi capaz de manter a concentração
de fenólicos totais, associada ao aumento nas concentrações dos ácidos p-cumárico,
ferúlico e 5-5`diferúlico, na parede celular, sob toxidez de Al.  
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